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Abstract 
 
Background: Amplification/overexpression of c-erbB-2/Her-2 can predict the 
prognosis and the efficiency of certain chemotherapeutics, especially the Her-2-
antagonist trastuzumab, in breast cancer. Whether immunohistochemistry(IHC) or 
fluorescence in situ hybridization(FISH) is more suitable for detecting 
amplification/overexpression is controversial. This study aimed to clarify this. 
Furthermore we wanted to decide if it is sufficient by FISH to only test for gene 
amplification, or if it is necessary to correct for the chromosome 17-number to see 
which tumours are amplified for c-erbB-2 and which are polysome.  
Methods: Cochrane and Pubmed databases were searched for reviews on IHC versus 
FISH in detecting overexpression/amplification of Her-2/c-erbB-2. Next; 26 biopsies 
from ductal carcinomas were marked for chromosome 17 with chromogenic in situ 
hybridization(CISH). Chromosome-number pr cell was calculated, compared to c-
erbB-2-copies pr cell and to the tumours` IHC-positivity. 
Results: The literature on the subject was of poor quality. No reviews were 
systematically written. Most advocated testing by IHC primarily and testing IHC 2+-
tumours with FISH. A number of others advocated FISH as the primary test. As to the 
specimens, five out of 26 specimens had non-concordant results on the number of c-
erbB-2 copies compared to the Her-2/chromosome-17-ratio. 
Conclusion: A systematic review on the subject which compares FISH, CISH, IHC 
and their scoring systems is necessary. Furthermore the number of c-erbB-2-copies 
should be corrected by chromosome 17-copies when doing FISH. The lower limit of 
low-amplified tumours; when counting the number of c-erbB-2 copies; should 
perhaps be increased from 4 signals to 5 or 6 signals pr cell. 
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Innledning 
 
2609 mennesker i Norge ble i år 2001 rammet av brystkreft(1). I tidsrommet 1992-96 
var 5-års-overlevelsen totalt på ca 80 % (2). Av vesentlig betydning for forløpet er en 
korrekt og presis diagnose(3;4). Det har i Norge i flere år vært anbefalt å screene 
pasienter med invasive brystcarcinomer for forekomst av østrogen- og progesteron-
reseptor i deres neoplasmer, da dette har betydning for prognose og eventuell 
iverksettelse av medikamentell terapi med Tamoxifen®(5). Analogt med dette er det i 
Norge nå anbefalt å teste alle invasive brystkarsinomer for 
overekspresjon/amplifikasjon av Her-2/c-erbB-2(6). 
 
C-erbB-2-genet ble isolert i 1985/86(7-9). Genet ligger på kromosom 17q23 og koder 
for et 185kd transmembranprotein, Her-2, i HER-familien(10-12). 
Amplifikasjon/overekspresjon foreligger i 10-38% av humane brystkrefttilfeller(13-
52). Det er vist at amplifikasjon av c-erbB-2 og overekspresjon av Her-2 er assosiert 
med dårligere prognose hos glandelpositive(13-16;18;19;21;24;53-56) og muligens 
også hos glandelnegative pasienter(14;16;24;53;57;58). 
  
Her-2 har også vist seg å være angrepspunkt for medikamentell terapi med stoffet 
trastuzumab (Herceptin®), som er et humanisert monoklonalt antistoff mot 
reseptoren.(59-62). Videre er det mulig at overekspresjon/genamplifikasjon av Her-
2/c-erbB-2 kan si noe om respons for hormonell terapi(25;54;63-66) samt andre typer 
medikamentell terapi(22;67-71;71;72). 
  
Det er diskusjon om hvorvidt immunhistokjemi(IHC) eller in situ hybridisering(ISH) 
bør være førstevalg for kvantifisering av Her-2/c-erbB-2.(73-77) To hovedsyn 
forfektes: Enkelte mener at IHC bør være førstevalg og at ISH brukes i tilfeller hvor 
IHC: +2(78-80). Andre mener at ISH bør være førstevalg, da denne er mer sensitiv og 
spesifikk enn IHC(81;82). 
 
Det finnes hovedsakelig to ulike kits til bruk ved ISH for deteksjon av 
genamplifikasjon. Forskjellen ligger i at det ene kun merker for genet (c-erb-B2), 
mens det andre også merker for kromosom 17. Sistnevnte for å skille 
lavgenamplifikasjon fra polysomi ved fra mer enn 2 til og med 4 signaler for c-erbB-2 
pr celle(83). Å skulle merke for både gen og kromosom er imidlertid en mer 
tidkrevende, og ergo mer kostbar, prosedyre(79).  
 
Oppgaven tar for seg hvorvidt det foreligger lavgenamplifikasjon eller polysomi ved 
mer enn 2, men 4 eller færre signaler ved ISH kun med probe for genet.  
Videre vurderes om IHC eller ISH bør være førstevalg ved påvisning av Her-2/c-
erbB-2 ved invasive brystcarcinomer. 
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C-erbB-2/Her-2 og invasiv brystkreft: In situ hybridisering bør foretrekkes 
fremfor immunhistokjemi for å påvise amplifikasjon/overekspresjon  
 
Det finnes en rekke ulike metoder for å påvise enten overekpresjon av Her-2 eller 
genamplifikasjon av c-erbB-2. Man skiller mellom genbaserte og proteinbaserte 
metoder. Blant de genbaserte finnes CISH, FISH, Southern blotting, slot blot, PCR-
baserte. Blant de proteinbaserte finnes IHC, Western blot og ELISA. Av metodene er 
ISH og IHC de mest brukte og mest aktuelle å bruke innen patologisk-anatomisk 
diagnostikk(84-86).  
 
I denne studien forsøkte man å gi en enkel oversikt over hva forskningen sier om 
hvorvidt IHC eller ISH bør brukes ved brystkreft for påvisning av respektivt 
overekspresjon eller amplifikasjon av Her-2/c-erbB-2.  
 
Metode 
Et søk i databasene Cochrane og Pubmed ble gjort 26/8-05. I Cochrane brukte man 
søkeordene ish, fish, in situ hybridization, cish kombinert med OR, erbB-2, erbB2, 
genes erbB-2, c-erb-b2, c-erbb-2, her-2, her2 og neu kombinert med OR, breast 
neoplasms, breast cancer, breastcancer, cancer mammae, cancer mamma, breast 
carcinoma kombinert med OR. Disse søkene ble så kombinert med AND. Man fikk 
ingen treff på systematiske oversikter. I Pubmed brukte man samme søkeord 
kombinert på samme måte og begrenset til Reviews, engelsk språk. Man fikk da 64 
treff. 
 
Ekskludert ble artikler som, etter gjennomgang av tittel eller abstrakt, i liten grad så ut 
til å omhandle emnet. Disse omhandlet primært: andre neoplasmer(7), brystkreft mer 
generelt(6), prognose og prediksjonsverdi(3), nasjonale retningslinjer(2) og kliniske 
problemstillinger(14). I tillegg ble artikler som verken fantes på Bibliotek for 
medisin- og helsefag, biblioteket ved UUS eller på deres felles liste over elektroniske 
tidskrifter(17) ekskludert. Det stod da igjen 15 artikler. En av disse viste seg å være en 
studie om kvalitetssikring av laboratorier. En annen var en primærstudie. Disse to ble 
ekskludert.   
 
Tabell 1: Inkluderte studier 
 
Studie: År: Resultat*: 
 
Ross et al(87) 
 
1999 
 
IHC eller FISH på frysesnitt 
eller ELISA på tumorcytosol 
 
Van de Vijver MJ(88) 2001 IHC, deretter FISH el. PCR ved 
2+ 
 
Schaller et al(89) 2001 Kombinere IHC og FISH; ikke 
nærmere angitt 
 
Mokbel K, Hassanaly D(90) 2001 IHC under standardiserte 
betingelser, evt. kun FISH 
 
Schnitt SJ, Jacobs TW(78) 2001 IHC m/ tillegg av FISH ved +1 
el +2 
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Studie: År: Resultat*: 
   
Hayes DF, Thor AD(91) 2002 Ikke nærmere angitt 
 
Rampaul et al(92) 2002 IHC 
 
Bartlett et al(84) 2003 IHC m/streng kvalitetssikring 
 
Ross et al(83) 
 
2003 FISH 
Ross et al(93) 
 
2003 Ikke nærmere angitt 
Perez et al(94) 
 
2004 IHC, FISH ved +2 
Lewis et al(95) 
 
2004 IHC, FISH ved +2 
Hicks et al(96) 2005 FISH 
*Resultat sier noe om hvilken metode artikkelforfatterne anser for å være den beste til å påvise 
overekspresjon/genamplifikasjon av Her-2/c-erbB-2 
 
En gjennomgang av artiklene viser at ingen av dem er systematiske oversikter. De 
fleste er oversiktsartikler, mens en, Schnitt SJ og Jacobs TW, er en kommentar. Ingen 
inneholder oversikt over inkluderte artikler, søkestrategi eller inklusjons-
/eksklusjonskriterier. Formålet er definert i 4 av studiene(83;84;87;92).  
 
Resultater 
IHC og FISH har en rekke fordeler i forhold til andre metoder som har vært i bruk for 
påvisning av Her-2(tabell 2). De utføres på snitt, bevarer vevsarkitektur og gir således 
mulighet for å skille normalt fra patologisk vev(84;88;92). Man unngår også 
fortynningseffekter av vev som man kan se ved f. eks ELISA(92). Videre gir de 
mulighet for semikvantitativ/kvantitativ bestemmelse av Her-2/c-erbB-2(83). 
Metodene skiller seg imidlertid også fra hverandre på en del områder. Forskjellene vil 
bli gjennomgått nedenfor. 
 
Tabell 2: Sammenlikning av metoder for deteksjon av abnormaliteter ved  
Her-2/c-erbB-2, modifisert fra Rampaul et al(92) og Ross JS og Fletcher JA(87) 
 
Metode IHC, frosset vev IHC, parafinfiksert 
vev 
ELISA Southern blot FISH 
 
Avdekket 
abnormalitet 
 
Protein- 
overekspresjon 
 
 
Protein-
overekspresjon 
 
Protein-
overekspresjon 
 
Gen 
 
Gen 
På snitt Ja Ja Nei Nei 
 
Ja 
Affisert av 
lagring 
 
Nei Ja Nei Nei Ja 
Affisert av 
fortynning av 
mål-molekylet 
 
Nei Nei Ja Ja Nei 
Kan utføres 
på tumores 
<1cm 
 
 
Vanskelig Ja Nei Nei Ja 
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Metode 
 
IHC, frosset vev IHC, parafinfiksert 
vev 
ELISA Southern blot FISH 
 
Standardisert 
teknikk 
 
 
Nei 
 
Nei 
 
Nei 
 
Nei 
 
Ja 
Kan gjøres på 
nålebiopsier 
og FNAer 
 
Nei Ja Nei Nei Ja 
Sensitivitet 
 
Høy God Høy God Høy 
Spesifisitet Høy God Høy Høy Høy 
 
IHC er en ustandardisert prosedyre både i forhold til hvordan den skal scores og i 
forhold til tekniske aspekter(83;87;92). Interscorer-uenighet er et problem(97), og 
reproduserbarheten mellom laboratorier er varierende(98-100). Et annet moment har 
vært hvorvidt cytoplasmatisk fargning har betydning for prognose og forekomst av 
overekspresjon. Her har det vært gjort motstridende funn(101;102).  
 
Ved IHC varierer fargningen med fiksasjonen, og man får best resultat ved bruk av 
frosset vev(103). Metoden er følsom for lagring(104;105). Dessuten vil ulike 
antistoffer i bruk farge ulikt og ha ulik sensitivitet(106-109). Varierende antigen-
retrieval teknikker og deteksjonsteknikker kan og være kilder til ulike 
fargninger(83;87-89). 
 
Det har vært forsøkt å omgå disse problemene ved å enes om en test med 
standardiserte betingelser og scoring. Herceptest®(DAKO) er en slik, der man ved å 
studere cellelinjer i tillegg har kunnet lage semikvantitative mål for ekspresjonen(83). 
Imidlertid er det fortsatt usikkerhet rundt testens sensitivitet og reproduserbarhet 
mellom ulike laboratorier(79;81;110-116).  
 
En relativt ny tilnærming har vært å nytte automatiserte avlesningsmetoder, men selv 
om disse har vist seg å være mer objektive enn manuell avlesning, kan de i liten grad 
ta høyde for ulikheter i fiksasjon, vevsprosessering, antigen retrieval og ekspresjon av 
signalet(84;117;118).  
 
ISH er enklere å kvantitere og har under 10 % interscorer-uenighet(79;119). 
Reproduserbarheten mellom laboratorier ligger på 97 % i følge studien til Paik et 
al(120). Videre har man ved ISH en intern kontroll i form av signalene fra normale 
celler(83). DNA er mer stabilt enn protein og derfor mindre sårbart for variasjoner i 
vevsfiksering og prosessering(78;89). ISH har også vist seg å være mer presis enn 
IHC; den markerer for det den skal markere - nemlig overekspresjon av Her-2, og har 
en sensitivitet og spesifisitet på mellom 90-100% (121-123).  
 
Det er betydelig vanskeligere å lagre FISH-snitt enn IHC-snitt, men dette kan endres 
ved bruk av CISH-teknikken(83). Dessuten krever FISH, i motsetning til IHC og 
CISH, spesialmikroskop(83;89). CISH har vist relativt god konkordans med FISH 
(84-100 %) (124-131). 
 
Vel så viktig som reproduserbarhet, spesifisitet, sensitivitet og presishet er samsvaret 
mellom svaret vi får ved bruk av metoden og de utfallene vi ønsker å si noe om. For 
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Her-2-testingens vedkommende vil dette først og fremst dreie seg om prognose og 
effekt av Herceptin © -behandling. Studier viser at ISH er en bedre indikator enn IHC 
for effekt av Herceptin © -behandling (132-135). Imidlertid er en av disse studiene 
beheftet med svakheter, da den er retrospektiv og ingen IHCnegative/FISHpositive er 
inkludert.  
 
På den biokjemiske siden er det interessant å merke seg at Tubbs et al i sin studie 
påviste at tumores som var positive ved IHC og negative ved FISH ikke hadde økt 
innhold av RNA for Her-2. IHC-positiviteten representerer derfor mest sannsynlig en 
svakhet ved metoden og er ikke uttrykk for en virkelig overekspresjon(79). Dette i 
motsetning til hypotesen om at disse tumorene kunne ha en transkripsjonell 
oppregulering av c-erbB-2(136). 
 
To metaanalyser viser at ISH er en bedre indikator når det gjelder prognose(83;137). 
En enkeltstudie viser at prognosen til IHCpositve/FISHnegative tilsvarer prognosen til 
de som er negative ved begge metoder(81).   
 
Når det gjelder de økonomiske aspektene har IHC et fortrinn da metoden er billigere 
og mindre tidkrevende(85). Fornier et al viser dog at FISH er mer kostnadseffektiv 
som indikasjon for Herceptin®-behandling(138). 
 
Diskusjon 
De metodiske svakhetene innebærer at en i liten grad kan trekke vitenskaplig gyldige 
slutninger ut fra de resultater oversiktsartiklene presenterer. Når det, trass i dette, ble 
tatt utgangspunkt i disse artiklene, skyldes det at tiden en hadde til disposisjon ikke 
var tilstrekkelig for en gjennomgang av det omfattende tilfanget av primærstudier. 
 
Konklusjon 
Det foregår en diskusjon om hvorvidt ISH eller IHC bør være førstevalg ved 
påvisning av genamplifikasjon/overekspresjon av c-erbB-2/Her-2. IHCs fordeler er 
først og fremst at det er en rask, rimelig og enkel undersøkelse som er veletablert i de 
fleste patologiske laboratorier. Imidlertid er den beheftet med en del problemer både i 
forhold til scoring og tekniske aspekter. 
 
Dette er mindre uttalt ved FISH, og de tekniske aspektene kanskje enda mindre med 
CISH. FISH har bedre sensitivitet, spesifisitet, presishet og er en bedre indikator på 
prognose og Herceptin®-behandling enn IHC. FISH er imidlertid mer komplisert 
teknisk, krever mer tid og koster mer. 
 
Konkordansen mellom IHC og FISH er stort sett god, spesielt ved IHC-signal på 
+0,+1,+3.(85;99) Denne bedres når IHC-prosedyren er standardisert Grunnet dette har 
det vært foreslått å bruke IHC som en førstescreening og la de som er +2 gå videre til 
ISH. Dog viser studier at man i +1-gruppen kan se enkelte tilfeller som er amplifiserte 
og i +3-gruppen se tilfeller som ikke er amplifiserte(82;139). FISH viser bedre 
sammenheng mellom positiv test og terapirespons på Herceptin® enn IHC. Man 
risikerer derfor ved å bruke IHC å behandle mennesker, med fare for medfølgende 
kardiotoksisitet, som ikke skulle vært behandlet, samtidig som man nekter enkelte 
som kunne hatt nytte av det behandling(60).  
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Med begrunnelse i mitt arbeid mener jeg at FISH bør være førstevalg for påvisning av 
Her-2. Dette med forbehold om at denne oppgaven tar utgangspunkt i artikler hvis 
kunnskapsgrunnlag er vanskelig å vurdere. Derfor kan man ikke være sikker på at den 
mest relevante kunnskap rundt emnet er kommet frem.  
 
Antallet artikler tatt i betraktning er det nesten en umulig oppgave å lage en 
systematisk oversikt over emnet. For å få et endelig svar på om ISH eller IHC er mest 
egnet til å påvise amplifikasjon/overekspresjon av c-erbB-2/Her-2, eller for å kunne si 
noe om hva slags studier som trengs fremover, bør en slik oversikt lages.  
 
 
 In situ hybridisering for c-erbB-2 ved invasiv brystkreft: Korrigering for 
kromosom 17 er nødvendig  
 
Hensikten var å undersøke hvorvidt det forelå polysomi eller genamplifikasjon ved fra 
2 til og med 4 signaler med probe kun for c-erbB-2 ved ISH ved brystcarcinomer. 
Dette ut fra hypotesen om at det ved fra 2 til og med 4 signaler oftest ikke er tale om 
egentlig amplifikasjon, men polysomi av kromosom 17. Dette kan være avgjørende 
for hvorvidt det er nødvendig å teste med probe for både kromosom 17 og c-erbB-2, 
som hevdet av blant andre Paik et al og Press et al.(53;140), eller om man kun trenger 
å teste for c-erbB-2, som hevdet av blant andre Jimenez et al og Wang et al(136;141). 
Å kun teste for c-erbB-2 vil være en billigere og mer tidsbesparende metode(79).  
 
Metode 
26 biopsier ble analysert. Alle var infiltrerende duktale carcinomer. Forøvrig 
heterogent materiale både med tanke på affeksjon av lymfeknuter og andre 
organmanifestasjoner. Alle var pasienter som skulle ha adjuvant behandling, dvs. det 
var ingen grad 1 svulster. Biopsiene ble undersøkt for Her-2/c-erbB-2 status ved 
patologisk anatomisk avdeling ved Ullevål universitetssykehus i tiden 1996 til 2003. 
Alle var fra kvinner. Snittalder på 47(31-64)år. 
 
Alt materiale var i form av formalinfikserte biopsier innstøpt i parafin, og det ble gjort 
CISH for kromosom 17. For metode: se tabell 3. 
 
Tabell 3: CISH av isolerte kjerner 
 
1. Vask i destillert vann i 5 minutter. 
2. Inkuber i 0,05M HCl i 10 minutter. 
3. Vask i PBS (phosphatebuffer-saline) i 10 minutter. 
4. Vask i 5 minutter i PBS/Tween20. 
5. Vask i PBS i 5 minutter. 
6. Dekondenser (fjerner histoner)med 1M NaSCN i 80 °C i 10 minutter. 
7. Vask i 2x SSC(saline sodumcitrate) i romtemperatur. 
8. Denaturer i 5 minutter med 70 % formamid/2x SSC pH 7,0 i 74 ºC. 
9. Dehydrer i -20 °C med 70 %, 80 %, og 100 % alkohol. 
10. Proteinase K: 10µg/mL i 10 minutter i 37 ºC. 
11. Vask i PBS, dehydrer i romtemperatur og tørk. 
12. Denaturer probe i 5 minutter i 70 ºC i vannbad. La stå i is inntil bruk. 
13. Legg probe og dekkglass på snittet, lim med gummisement. 
14. Inkuber snittene i tett fuktkammer i 37-42 ºC over natten.  
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15. Sett snittene i 2xSSC i 10 minutter i 37 ºC og fjern forsiktig gummisement og 
dekkglass. 
16. Ettervask i vannbad med 0,2xSSCi 5 minutter ved 70 ºC 
17. Vask i PBS/0,03 % Tween20 i 5 minutter 
 
Deteksjon 
18. Vask i PBS i 1 minutt 
19. Inkuber med mus anti-biotin (1:50) i ca 2 timer 
20. Vask i PBS/Tween20 i 10 minutter 
21. Skyll i PBS 
22. Inkuber med biotinylert hest anti-mus i 30 minutter 
23. Vask med PBS/Tween20 i 10 minutter 
24. Skyll i PBS 
25. Inkuber med avidin-biotinperoxidase complex-reagens i 1 time 
26. Vask med PBS/Tween20 i 10 minutter 
27. Skyll i PBS 
28. Inkuber med DAB i seks minutter 
29. Skyll godt i destillert vann 
30. Kontrastfarg med hematoxylin i 5 sekunder. 
31. La stå i rennende vann i 10 minutter 
32. Dehydrer og sett på dekkglass 
       
I hvert preparat ble det telt 40 celler etter retningslinjer fra Persons et al(142). For en 
av biopsiene ble det laget to preparater. Dette tjente som intern kontroll. Det ble for 
disse preparatene benyttet et samlet gjennomsnittlig antall signaler pr celle. 
Undersøker (KM) var ikke kjent med pasientdata eller resultater fra tidligere 
undersøkelser på pasientene før kromosomsignalene ble talt. 
 
Fra tidligere hadde en erfaren patolog analysert biopsiene for genekspresjon ved IHC 
og for c-erbB-2 ved FISH. For metode; se tabell 4 
 
Tabell 4: FISH av isolerte kjerner 
 
Punkt 1-17: se tabell 3 
 
Deteksjon 
18. Sett til FITC-merket avidin og inkuber ved 37 ºC i 15 minutter i mørkt 
fuktkammer 
19. Rens med PBS/0,03 % Tween20 3 ganger à 2 minutter 
 
Motfargning 
20. Tilsett DPI/Antifade og leg på dekkglass 
21. Lagre ved -20 ºC eller begynn å mikroskopere umiddelbart.     
 
Biopsiene ble etter mikroskopi delt inn i fire grupper: Negative (fra og med 0 til og 
med 2 c-erbB-2 signaler), borderline/usikre (fra 2 til og med 4 signaler), amplifiserte 
(fra 4 til og med 6 signaler) og høyamplifiserte (over 6 signaler). 
 
Man delte tallene for gjennomsnittlig antall signaler for c-erbB-2 pr celle i et preparat 
på gjennomsnittlig antall signaler pr celle for kromosom 17 fra samme biopsi. Dette 
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ble uttrykt som c-erbB-2/kromosom-17-ratioen. Ratio over 2 ble definert som 
amplifikasjon. 
 
Aneusomi ble definert ut fra studien til Wang et al hvor disomi ble definert fra 1,76-
2.25 signaler pr celle(141). Dette fordi en tumor som hovedsakelig er disom for 
kromosom 17 fortsatt kan avvike noe fra gjennomsnittlig to signaler pr celle grunnet 
tumorens genetiske instabilitet, høy mitotisk indeks og kjerneavskalling(141). 
Dessuten ble dette valgt for å gjøre det enklere å sammenligne med andre studier. 
 
Resultater 
 
Tabell 5: Oversikt over 26 preparater med invasiv brystkreft 
 
IHC: c-erbB-2: Kromosom 17: c-erbB-2/krom 17-ratio: Samsvar*: 
 
Neg Neg 2,55 0,78 Ja 
     
Neg Neg 2,90 0,69 Ja 
     
Neg Neg 3,00 0,67 Ja 
     
1+ 2,3 2,53 0,91 Ja 
     
1+ 2,55 2,15 1,19 Ja 
     
1+ 2,7 3,15 0,86 Ja 
     
Neg 2,7 2,80 0,96 Ja 
     
1+ 2,8 1,90 1,47 Ja 
     
2+ 2,8 2,05 1,37 Ja 
     
2+ 3 2,13 1,41 Ja 
     
1+ 3,2 2,00 1,60 Ja 
     
2+ 3,6 2,68 1,35 Ja 
     
Neg 4 1,78 2,25 Nei 
     
3+ 4,2 2,98 1,41 Nei 
     
2+ 4,25 2,75 1,55 Nei 
     
3+ 4,4 2,58 1,71 Nei 
     
2+ 4,7 2,65 1,77 Nei 
     
2+ 5 til over20 2,40 2,08 Ja 
     
2+ 5,6 2,00 2,8 Ja 
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IHC: c-erbB-2: Kromosom 17: c-erbB-2/krom 17-ratio: Samsvar*: 
 
2+ over 6 2,45 2,45 Ja 
     
2+ 6 2,73 2,20 Ja 
     
Neg høyampl. 1,88 3,19 Ja 
     
2+ over 8 2,48 3,23 Ja 
     
2+ over 8 3,23 2,48 Ja 
     
2+ over 10 1,98 5,05 Ja 
     
1+ over 10 1,90 5,26 Ja 
*:dvs. at man får samme resultat vedr. hvorvidt preparatet er amplifisert eller ikke både ved absolutt 
antall c-erbB-2-kopier og c-erbB-2/kromosom 17-ratio. 
 
For 21 av de 26 preparatene var det samsvar mellom absolutt antall c-erbB-2-kopier 
og c-erbB-2/kromosom 17-ratio. Av disse var 3 negative, 9 borderline(2,3-3,6 
signaler), 2 amplifiserte(5,6 og 6 signaler) og 7 høyamplifiserte(antall signaler ikke 
nærmere angitt). 
  
Av de fem preparatene hvor det ikke var samsvar var 4 amplifiserte (4,2-4,7 signaler), 
og ett borderline (4 signaler). 4 av preparatene uten samsvar var positive ved absolutt 
antall c-erbB-2 kopier og negative med c-erbB-2/kromosom 17-ratio. Disse var alle 
polysome (kromosom 17>2,25). Ett var positivt ved c-erbB-2/kromosom 17- ratio og 
negativt ved absolutt antall c-erbB-2 kopier.   
 
16 (62 %) av preparatene var polysome for kromosom 17. Dette er i 
overensstemmelse med data fra andre studier(141;143;144). Det var ingen klar 
sammenheng mellom antall kopier av kromosom 17 og antall c-erbB-2-kopier. Dette 
er også funnet av Wang et al(141). Av preparater med fra 2 til og med 4 c-erbB-2-
signaler var 4 av 9 polysome. De øvrige var disome. 
 
Diskusjon 
Det var samsvar for 21 av 26 preparater. Dette viser at det ikke er likegyldig om man 
korrigerer for antall kopier av kromosom 17. Imidlertid er det mange flere ikke-
samsvarende her 5(19 %) enn i andre undersøkelser (0-10 %)(53;79;121;141;145-
147). Dette skyldes seleksjon av materialet til denne studien.  
 
Når det gjelder fordelingen av de ikke-samsvarende mellom grupper, var materialet i 
tråd med andre publiserte materialer: Antall ikke-samsvarende som er positive ved c-
erbB-2/kromosom 17-ratio var her på 20 % av de ikke-samsvarende. Dette har vært 
observert til 0-17 % i andre studier(121;141;145-147). 
 
Gjennomsnittlig antall kromosom 17 i preparatet, som var positivt ved c-erbB-
2/kromosom 17-ratio og negativt ved absolutt antall c-erbB-2-kopier, er 1,78 
(KI 95 %:1,22-2,33). Dette er på grensen mot hyposomi (≤1,75 signaler). Videre er 
preparatet også på grensen til å være amplifisert. Lal et al fant at preparater som ligger 
i grenselandet for amplifisering ved c-erbB-2/kromosom-17-ratio(1,7-2,5) er de som 
oftest får diskrepante resultater ved de to ulike metodene(148). Dette skyldes 
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hyposomi. Wang et al hevder i sin artikkel at absolutt antall c-erbB-2-kopier kan være 
et bedre mål enn c-erbB-2/kromosom 17-ratio ved hyposomi(141).  
 
Videre er det hovedsaklig i gruppen med amplifiserte at det er forskjeller mellom 
metodene. 4 av 5 preparater uten samsvar er i denne gruppen. Det ene borderline uten 
samsvar har dessuten akkurat 4 c-erbB-2 signaler slik at det er mulig at dette også 
egentlig var amplifisert. (Konfidensintervall for denne verdien var ikke tilgjengelig 
for forfatter) 
 
Interessant er det å merke seg at de c-erbB-2-signalverdier det ikke er samsvar for 
ligger på et kontinuum fra 4 til 4,7. Dette er i samsvar med hva Vera-Román et al fant 
i sin undersøkelse av 50 infiltrerende brystcarcinomer. Her var 3 preparater positive 
ved absolutt antall c-erbB-2-kopier og negative ved c-erbB-2/kromosom 17-ratio. 
Disse hadde 5,1-5,8 c-erbB-2-signaler(146). Dermed vil en heving av grensen for 
positivitet fra 4 til 6 gi fullt samsvar i Vera-Románs undersøkelse. I mitt materiale 
ville en slik grensehevning ikke behøve å gå høyere enn 5,6 da jeg har samsvar for 
preparater over denne verdien. Imidlertid kan det se ut til at en høyere cut-off verdi 
enn 4 kunne gi bedre samsvar mellom metodene. 
 
Noe av begrunnelsen for å sette grensen til 4 signaler ved absolutt c-erbB-2-ratio kan 
være at det i normale celler kan være inntil 4 genkopier i en normal celle under 
mitosen samt at en del svulster kan ha en distinkt populasjon av tetraploide celler uten 
at det foreligger aneusomi. En slik ratio tar imidlertid ikke høyde for polysomi av 
kromosom 17, som forekommer i ca 50 % av tilfellene med invasiv brystkreft som 
kommer til testing for her-2/c-erbB-2-status(141;143;144). For brystcarsinomer 
generelt forekommer polysomi i ca 30 % av tilfellene(149).  
 
Det vesentligste for å avgjøre hvilken metode som skal foretrekkes er det kliniske 
korrelatet. De fleste undersøkelser på Herceptin®-respons har vært gjort ut fra c-
erbB-2/kromosom 17-ratio. Det har ikke vært gjort studier der man i særlig grad har 
sammenlignet de to metodenes evne til å forutsi respons på Herceptin®-terapi. C-
erbB-2/kromosom 17-ratio har dog, i én studie, vist seg å ha bedre positiv prediktiv 
verdi enn absolutt antall c-erbB-2-kopier(121). 
 
Watters et al mener at man bør teste for kromosom 17; ikke bare ut fra dens rolle som 
korrigering for aneusomi ved c-erbB-2-amplifisering, men også fordi den ved 
univariat analyse har vist seg å predikere en dårligere prognose(143;150-152). 
Studiene har imidlertid vært relativt små (16-71 kasus). Watters et al kunne heller 
ikke reprodusere dette funnet i sin studie, og forfatter har ikke kunnet finne i 
litteraturen at kromosom 17 ved multivariat analyse skulle predikere dårligere 
prognose. 
 
Når det gjelder IHC, ser man det er samsvar mellom dette(negative, 1+ og 2+) og de 
andre metodene for alle non- og borderline preparater, hvor det er samsvar mellom 
absolutt antall c-erbB-2-kopier og c-erbB-2/kromosom 17-ratio. For preparatet uten 
samsvar mellom c-erbB-2 signaler og c-erbB-2/kromosom-17-ratio viser IHC samsvar 
med c-erbB-2-signaler. For de amplifiserte og høyamplifiserte er det vanskelig å finne 
noe mønster mellom IHC og ISH. 
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Konklusjon 
Man bør fortsatt bruke c-erbB-2/kromosom 17-ratio for å avgjøre om et preparat er 
amplifisert for c-erbB-2. Dette da de fleste studier på trastuzumab er gjort med en slik 
ratio og samsvaret mellom absolutt antall c-erbB-2-kopier og c-erbB-2/kromosom 17-
ratio ikke er tilfredsstillende. Imidlertid kan det være grunn til også å vurdere absolutt 
antall c-erbB-2-signaler i hyposome preparater. 
 
Å heve den etablerte øvre grensen for borderline ved bruk av c-erbB-2-signaler fra 4 
til 5, ut fra denne studien og studien til Vera-Roman et al, vil være prematurt. Med 
kun fire preparater til sammen er tallene små. Dessuten ser heller ikke dette ut til å gi 
fullstendig samsvar. Å heve grensen kan imidlertid vurderes dersom større studier 
utført av mer erfarne undersøkere understøtter dette.  
 
Selv om det ikke var studiens mål å undersøke IHC-resultater i forhold til ISH-
resultatene, er det er interessant å merke seg følgende: Man finner 2 med 3+ i de som 
var non-amplifisert ved bruk av c-erbB-2/kromosom 17-ratio og en med 1+ som var 
amplifisert ved c-erbB-2/kromosom 17- ratio. Om en bruker de vanlige kriteriene, 
med at kun de med 2+ ved IHC testes med ISH, ville her én pasient ikke fått en 
sannsynlig nyttig behandling, mens to som sannsynlig ikke ville hatt nytte av det ville 
blitt utsatt for en unødvendig behandling med potensielt alvorlige bivirkninger. 
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